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Untersuchungen fiber die Gew~hnung an Gifte. 
II. M i t te i lung :  
Die Festigkeit der Protozoen gegen Farbstoffe. 
Von 
S. M. Neuschlosz. 
(Mitteilung aus dem pharmakologischen Institut der Universit~t Budapest.} 
(Eingega~gen am 2. August 1919.) 
Einleitung. 
Nachdem in einer frfiheren Arbeit 1) der l~aehweis erbracht worden 
ist, dass die erworbene Chininfestigkeit bei Protozoen (Param~cien) 
auf die Fi~higkeit derselben, das Chinin zu zerst5ren, zuriickzufiihren 
ist, war die Frage naheliegend, ob die GewShnung der Protozoen an 
andere Gifte, namentlich an ~arbstoffe, "auf einem ~hnhchen Vor- 
gange beruht. Im folgenden soll tiber die zu diesem Zwecke aus- 
geffihrten Untersuchungen berichtet werden. 
Dass Protozoen gegen Farbstoffgifte gefestigt warden kSnnen, ist 
aus dan Arbeiten Ehr l ieh's 2) und seiner Schiller bekannt. Die Festig- 
keit erseheint in diesen Versuehen alseine spezifisehe, indem sie ledig- 
lich gegen die Farbstoffe jener ehemisehen Gruppe zutage tritt, zu 
weleher der zur Festigung verwendete Farbstoff gehSrt hat. Auf diese 
Weise konnte Ehr l ieh Protozoenst~mme zfichten, welche gegen Ben- 
zidinfarbstoffe, ine andere, welehe gegen Triphenylmethanfarbstoffe 
eine spezifisehe Festigkei~ innehatten. Allen anderen Giften gegen- 
fiber verhieRen sieh diese Protozoen wie die normalen. Es seheint 
demnach, dass die versehiedenen Farbstoffe verschiedene Wirkungs L 
meehanismen -- oder wie Ehr l ieh sieh ausdrfiekt, gesonderte Angriffs- 
punkte (Chemozeptoren) -- haben, und es war deshalb yon Wichtig- 
keit, aueh bei unseren Versuchen den Gewiihnungsvorgang an den 
einzehlen Yarbstoffgruppen gesondert zu untersuchen. Es wurden 
Vertreter drei verschiedener protozoozvder Farbstoffgr~ippen v rwende~, 
namentlich das Methylenblau (Thiazinreihe), das Trypanblau (Benzidin- 
farbstoffe) und das Fuchsin (Tryphenylmethangruppe). 
Als Versuehsobjekt diente auch bier, wie bei den Versuchen mit 
Chinin, Paramaeium eaudatum. Beztiglieh'der Paramacienkultivation 
und der Versuehsanordnung, welehe in jeder ttinsieht die gleiehe war, 
wie in der genannten Arbeit, muss anf dieselbe verwiesen werden. 
1) N euschlosz, dieses Archly Bd. 176 S. 223. 
2) Ehrlich~ Beitriige zur Exp. Path. u, Chemotherapie. Leipzig 1909~ 
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Die normale Empfindlichkeit der Param~cien gegen Farbstoffe. 
Vor allem musste die Giftempfind]ichkeit der Paramgcien den 
zur Verwendung elangenden Farbstoffen gegenfiber festgestell~ werden. 
Als gaass der Giftigkeit wurde auch bier die Lebensdauer der Para- 
m~cien in den versehiedenen l~arbstofflSsungen betrachtet. Die Mittel- 
werte sgmtlicher Vergiftungsversuehe mit normMen Param~cien ent- 
halg die Tabelle I. 
Tabe l le  I. 
Lebensdauer normaler Param~cien in Farbstoffl~sungen verschiedener 
Konzentration. 
Methylenblau Trypanblau FuGhsin 
Konzen- Lebens- Konzen- Lebens- 
tration dauer tration dauer 
1 : 1 000 
1 : 2 000 
1 : 4000 
1 : 8000 
1:16000 
1 :32  000 
1 : 64 000 
1 : 128 000 
1 : 250 000 
Konzen- Lebens- 
tration dauer 
30" 
11' 
22' 
lh 18' 
25 19' 
3Ja tl ~ 
4~ 6' 
55 1' 
>245 
J 
1 : 10 000 
1 : 20 000 
1 : 40 000 
1 9 80 000 
1 : 160000 
1" 320000 
1 : 640 000 
1 : 1 280 000 
1 : 2 500 000 
4 ! 
7' 
34' 
1 ~ 16' 
2h 7' 
3Ja 36' 
4h 38' 
5J~ 52' 
>24]~ 
1:1000 
1 : 200O 
1 : 4000 
1 : 8 000 
1 : 16 000 
1 : 32 000 
0 ~ 
30' 
2' 
36' 
i h i8' 
> 24]~ 
Wie ersichtlich is~ yon den 'verwendeten Farbstoffen Trypanblau 
das weit,~us giftigsge; Methylenblau nd Fuchsin unterscheiden sich 
namen~lieh dadureh, dass in konzentrierten L6sangen (1:1000-- 
1:10,000) das Fuchsin, bei gr6sseren Verdfmnungen das ~ethylenblau 
sich Ms gi~tiger erweist. 
Die  Gewf ihnung der Param~cien  an d ie  Farbsto f fe .  
Hiernaeh konnte mit der GewShnung der Param~cien an die Farb-' 
stoffgif~e begonnen werden. Wit gingen ~4e bei den Chininversuchen 
vor: es wurde der Nfi.hrlSsung der Param~eien zuerst eine ganz geringe 
weir unterhalb der giftigen Grenzkonzentration ]iegende -- Menge 
des Farbstoffes zugeffigt, sodann der Farbstoffgehalt langsam, stufen- 
weise erhSht. Die bereits bei der GewShnung an Chinin beobachteten 
und erw~hnten Depressionsstadien der Param~cien, welche manehmal 
der Erh6hung der Giftkonzentration zu folgen pflegten, waren bei 
den Farbstoffen bei weitem s~irker als bei Chinin, so dass die Steigerung 
der Farbstoffkonzentration noeh viel behutsamer vorgenommen werden 
musste Ms bei den Versuchen mit Chinin. Nichtsdestoweniger kam 
es wiederholt zum Absterben der Kulturen bei Giftkonzentrationen, 
welehe sparer bei vorsichtigerem tIandhaben der Gew6hnung anstands- 
los vertragen worden sind. L?ber die Zeit, die zur Gew6hnung bei jedem 
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einzelnen Farbstoff sich als nStig erwies, und die w~hrend erselben 
durchgelaufenen Gfftkonzentrationen sei im 1olgenden kurz berichtet: 
~ethy lenb lau :  D~uer der Gew6hnung: 29. April bis 2. Juni 
1919, 34 Tage. Konzentrationen: 1 10000000, 1:8000000, 1:6000000, 
1 : 4000000, 1:2 000000, 1 : 1500000, 1 : 1000000, 1:800000, 1:600000. 
1:500000, 1:400000, 1:300000, 1:200000, 1 : 150000, 1:100000. -- 
T rypanb lau :  D~uer der Gew6hnung: 2. Mai bis 2. Juni 1919, 
31 Tage. Konzentrationen: 1:100000000~ 1:80000000, 1:60000000~ 
1:50000000, 1:40000000, 1:30000000, 1:20000000, 1:15000000, 
1:12000000, 1:10000000, 1:8000000, 1:6000000, ]:5000000, 
1:4000000, 1:3000000, 1:2000000, 1:1500000, 1 : 1000000. -- 
t~uchsin:  Dauer der Gew6hnung: 29. April bis 2. Juni 1919, 
34 Tage. Konzentr~tionen: 1 : 1000000, 1:800000, 1:600000, t :400000, 
1:200000, 1: 150000, 1 : 100000, 1:80000, 1:60000, 1:50000, 1:40000. -- 
Um feststellen zu k6nnen, ob dutch diese allm~hiiche Behandlung 
der Par~m~cien mit den Farbstoffen tats~chlich eine Festigung der- 
selben eingetreten ist, wurde die Lebensdauer normaler und gew6hnter 
Param~cien in Farbsgoffl6sungen verschiedener Konzentration mit- 
einander verglichen. Zu diesem Zwecke wurde jeder Farbstoff in 
jenen Konzentrationen verwendet, yon welchen friiher festgestellt 
wurde, dass dieselben ormale Param~cien sicher innerhalb 2 Stunden 
zu t6ten verm6gen. Ganz hohe, fast momentan t6tende Konzentrationen 
wurden jedoch vermieden, da diesen gegeniiber nach unseren mit 
Chini.n gemachten Erfahrungen eine Wirkung der Gew6hnung in nur 
geringem Grade zu gew~rtigen war. t3ber die Ergebnisse dieser Ver- 
suche geben die Tabellen II, I I I  und IV Aufschluss. 
Tabe l le  II. 
Lebensdauer normaler und gewiihnter Paramiicien in Methy lenb lau-  
liisungen verschiedener Konzentration. 
Versuchs- 
l l ummer  
Datum Konzentration 
Lebensdauer 
normaler gewShnter 
Param~tcien Param~cien 
1:5000 ] 27' 1 h 31' 
-27 5. Juni 1 : 10 000 1 h 14' 2 h 50' 
1:20000 2}~ 59' 4h 24' 
1:5000 [ 35' 1 ~ 38' 
30 7. Juni 1 : 10 000 1 h 21 ' 2 h 53 ' 
1:20000 3h 6' 4 h 11' 
1:5000 [ 81' lh 45' 
3"3 10. Juni 1 : 10 000 1 h 28' 2 h 37' 
1:20000 3 h 13' 4h 17' 
39 11. Juni 
1 : 5 000 [ 26' 
1:10000 ] 1~ 21' 
1 : 20 000 3 ~ 5' 
111 41' 
2 h 41' 
4 h 3 r 
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T~bel le III. 
Lebensdaaer normaler und gewiihnter Parami~cien i Trylaanblaullisungen 
verschiedener Konzentration. 
VersuchS-nummer I Datum 
28 
31 
34 
5. Juni 
7. Juni 
10. guni 
Konzentration 
1:50 000 
1:100 000 
1:200 000 
1:50 000 
1:100 000 
1:200 000 
1:50 000, 
1:100 000 
1:200 000 
Lebensdauer 
normaler 
Param~oien  
42 ' 
lh  40' 
2h 57' 
46 ' 
1 h 57 ' 
3h 17' 
49' 
lh 53' 
3h 9' 
pgewShnter aram~cien 
lh~ 47' 
3 h 25' 
5h 19' 
lh 47' 
3h 22' 
5 h 6' 
1 h 52' 
3 h 28' 
5h 8' 
[ 1:50000 46' lh 46' 
40 ll. Juni 1:100000 l h 52' 3h 25' 
1:200000 3h 11' 5h 17' 
Tabel lo  IV. 
Lebensdauer normaler und gewiihnter Param~cien in Ynchsinl~sungen 
verschiedener Konzentration. 
VersuchS-nummer ] Datum I Konzentration 
29 5. Juni 1 : 5 000 
1 : 10 000 
I '{I 1:2500 32 7. Juni  : 5 0  
1 : 10 000 
35 
41 
I 
{I 1:2500 
10. Juni 1 : 5 000 
1 : 10 000 
I 11. Juni 1:5000 1 : 10 000 
Lebensdauer 
norma]er 
Param~cien 
2 r 
16' 
44 ' 
3 t 
17' 
48' 
gewShnter 
Param~tcien 
6' 
lh 27' 
2h 28' 
7 t 
1 h 33' 
2~ 47' 
3' 10' 
15' lh 33' 
51' 2h 58' 
~P 
17' 
46' 
8 ! 
ll~ 35' 
2h 47' 
Eszeigtsich, dass die Param~cien  sich durch  Gew6hnung 
gegen Mle angewendeten  F~rbsto f fe  in recht  e rheb l i chem 
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Maasse fest igen ]assen. Die Lebensdauer der gewShnten Para- 
mgeien ist in jeder einzelnen FarbstofflSsung wesenttich Sher (25 his 
440~ als die der normalen, w~hrend die Resultate der einzelnen 
Versuche recht gut miteinander fibereinstimmen. 
Das Wesen der GewShnung der Param~cien an Farbstoffe. 
Wir konnten demnach zu unserer eigentlichen Fragesteilung sehreiten 
und untersuchen, ob die Protozoen ihre erworbene Festigkeit den 
Farbstoffen gegeniiber einem ghnlichen Vorgange verdanken, wie wir 
dies bei Chinin feststellen konnten, namlich der infolge der GewThnung 
er langten F~higkei t ,  das Gift  zu zerstTren. Es musste also 
das Sehicksa] der den Paramaeien zugefSgten Farbstoffe' verfolgt 
werden. Ein Vergleich desselben bei normaien und gefestigten Para- 
m~cien musste die Antwort auf die gestellte Frage geben. Hierzu 
mussten die Farbstoffmengen in den einzelnen LTsungen naeh Ablauf 
der Vergiftungsversuche quantitativ bestimmt werden. Zur Be- 
stimmlmg der Farbstoffe schien die kolorimetrisehe Methode am ge- 
eignetsten zu sein. Sic wurde mit einem Kolorimeter nach KSnigs- 
berger und Authenr ie th  ausgefiihrt. Als VergleichslSsung wurde 
jeder Farbstoff in derselben Konzentration verwendet, welehe auch 
den Param~tcien zugefiigt worden ist, so dass die nach Entfernung 
der Param~cien gewonnenen FarbstofflSsungen direkt mit der Ver- 
gleiehslSsung verglichen und die zwischen den beiden nachweisbaren 
Unterschiede als wghrend des Versuches entstandene Farbst0ffverluste 
betrachtet werden konnten. Dieselben wurden mit Hilfe einer flir jeden 
Farbstoff" fest~estellten empirischen Kurve in Prozente umgereehnet. 
Die Versuehe gestalteten sieh demnaeh foigendermaassen: 4,5 ecru 
FarbstofflSsung yon bekannter Konzentration wurden mit genau a b- 
gemessene m 0,5 ccm Param~ciensuspension versetzt. Naeh Absterben 
s~mtlicher Param~eien wmrden dieselben abzentrifugiert und die Kon- 
zentration der abriggebliebenen FarbstofftSsung kolorimetrisch mit 
der ursprfingliehen LSsung vergliehen. Die Ergebnisse dieser Versuehe 
sind aus den Tabellen V, VI und VII ersiehtlich. 
Diese Zahlen zeigen mit vollkommener Klarheit, dass, w~hrend 
die Farbs to f f lTsungen durch normale Param~cien ' im Laufe 
der Versnehe n ieht  im min.desten verander t  werden-  denn 
die durehsehnittliehen Verluste von 0,5--1 ~ mtissen als innerhalb der 
unvermeidlichen Fehlergrenzen liegend angesehen werden --, die'- 
selbdn bei Anwesenhei t  gefest igter  Paramaeien  ausnahms- 
los bet raeht l i chen  Farbsto f fver lus ten  unterwor fen  sind. 
Dieselben bet ragen im Mi t te lwer t  bei den einzelnen Farb-  
s~offen 52,5, 54 und 60% der ursprang l ich  vorhandenen 
Farbsto f fmenge.  
Pf l t iger ' s  Arch iv  ftir Physiologie.  Bd. 178. 5 
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Tabe l le  'V. 
Durch normale und gewllhnte Paramiic ien herbeigef i ihrter  Yarbstoffverlust 
in der ti itenden Nethylenblauli isung. 
Vet, 
suGhs- 
hummer 
27 
89 
Ursprt~ng- 
Dat am liohe Kon- 
ze~tration ] 
5. Juni  1 : 10 000 
7. , 1:10 000 
10. ,, 1:10000 
11. ,, 1:10009 
Mittelwerte 
Iqormale Para- 
mgcien 
Lebens- . Verlust 
dauer O/o 
1 h 14' l 0 
111 21' ] 0 
1 h 28' 0 
1~ 21' 2 
1 h 21' 0~5 
@ewShnte Para- 
m~icien 
Lebens- [ Verlust 
dauer 1 6/o 
2h 50' 42 
2h 53' 53 
2 h 37' 50 
'2 h 41 ' 65 
2 h 45 ' 52~5 
Tabe l le  VI .  
Durch normale and gew~hnte ParamEcien herbeigef i ihrter  Farbstof fver lust  
in der t~tenden Trypanblaul~isung. 
Vsr" I 
suchs- Datum 
nummer 
lo: ;; 
40 11. ,, 
Ursprt~ng- 
liehe Kon- 
zentration 
1 : 100 000 
1 : 100 000 
1 : 100 000 
1 : 100 000 
~ i t te lwer te  
Normale Para- 
m~cien 
Lebens- Verlust 
dauer % 
1 h 49' 0 
1 h 57' 
lh  52 r 
lh  53 r 
1 ~ 53 ' 0,75 
GewShnte Para- 
m~cien 
Lebens- Verhs t  
dauer % 
3 h 25' 54 
3h 22' 58 
3 h 25' ~58 
3h 23' 45 
3 h 24' 54 
Tabe l le  V I I .  
Durch normale und gew~hnte Paramiic ien herbeigef i ihrter  Farbstoffver lust 
in tier t~tenden Fuchsinl~sung. 
Ver- 
suchs- 
nummer 
29 
32 
35 
41 
] Ursprung- 
Datum ] liohe Kon- 
zentration 
I 
5. Jun i l  1:5000 " ] 1:5ooo 
1 ,, 1 : 5000 
11. 1, 1:5000 
Mittelwerte 
~ormale  Para- 
mKcien 
Lebens- Verlust 
dauer % 9 
16' 00 
17' 
i5 '  1 
17' 3 
16 ' '1 
GewShnte Para- 
m~cien 
Lebens- I Verlust 
dauer % 
1 11 27 ' 75 
11~ 33 p 50 
lh  33' 55 
lh  35' 58 
1 ~ 32' 60 
D ie  nachste ,  s ich  yon selbst e rgebende F rage  war  nun,  ob dieser 
Ver lust  an Farbs to f f  mi~ einer g le ichzei t igen t Ie rabsetzung der  Gfft ig- 
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keit der LSsung Mnhergeht, oder ob es sich bloss urn die Uberftihrung 
des Farbstoffes in eine ungefarbte Form handelt, ohne wesentliche 
Veranderung seiner ~Virksamkeit. Ffir die Erklarung der Festigung 
der Paramacien ware selbstverstandlich nur im ersten Falte etwas 
gewonnen, wahrend die zweite l~ISglichkeit flit unser Problem ganzlich 
belanglos ware. Zur Entscheidung dieser Frage wurde die Giftigkeit 
der dutch gewShnte Paramacien entfarbten FarblSsungen ormalen 
Paramaeien gegeniiber bestimmt. Im Falle, die Entf~rbung der L6sungen 
mit einer entsprechenden E tgiftung derselben einherging, mtlsste die 
Lebensdauer cter Paramaeien i denselben mit der in einer entsprechend 
verdtinnteren Farbstoffl6sung leich sein. Es wurden demnaeh die 
Farbstoffl6s~mgen nach Entfernung der abget6teten, gefestigten Para- 
macien nochmals -- diesmal mit, normalen Parami~cien -- versetzt 
und ihre Lebensdauer in denselben festgestell~. Die Resultate dieser 
Versuehe enthalten die Tabellen VIII, IX und X. Die letzte Kolonne 
dieser Tabellen enthalt die bereehnete ~ voraus vermutete -- Lebens- 
dauer der Param~eien in den entspreehenden LSsungen, unter der 
Voraussetzung, dass eine durch gefestigte Param~cien entfarbte Farb- 
stofflSsung normalen Paramacien gegeniiber ebenso giftig ist wie 
eine gleichgefarbte, lediglich mit Wasser verdtinnte LSsung desselben 
Stoffes. 
Tabel le  VIII. 
Lebensdauer normaler Paramiieien in dutch gewiihnte Param~eien ent- 
fiirbten Liisungen yon Methylenblau. 
Ver- [ [ Ursprfing- 
suchs- I Datum I liche Kon- 
hummer ] zentra~ion 
36 10. Juni 1 : 5000 
42 11. , 1:5000 
Verlus~ Lebensdauer 
kolorimetrisch 
[ be0bachtet berechnet o/o ! 
I 
50 [ lh 57' 
65 I 2h 27 r 
ca. lh 30' 
ca. 2h 
Tabel ie  IX. 
Lebensdauer normaler Param~eien in dm'ch gewlihnte Param~cien ent- 
fih'bten L~tsungen yon Trypanblau. 
Ver- [ [ Ursprfing- 
suchs- [ Datum [ lithe Kon- 
nummer[ zentration 
37 10. Juni 1 : 50 000 
43 11. , 1:50000 
Verlust 
kolorimetrisch 
o/o 
45 
58 
Lebensdauer 
beobaehte~ 
2h 34' 
2h 47 r 
5* 
berechnet 
ca. 2h 
ca. 2h 30r 
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Tabel le X. 
Lebensdauer normaler Paramltcien in dutch gew~hnte ParamRcien ent- 
f~rbten L~sungen yon Fuchsin. 
Vi~r- 
suehs-, 
nuinlxler 
38 
D atum 
Ursprting- [ Verlust ] 
lithe Kon- [ kolorimetrisch ]. 
zentration ] o/0 [ 
44 11. , 1:2500 58 
Lebensdauer 
beobachtet berechnet 
25 ' ca. 15' 
22' ca. 15' 
Ein Vergleich der letzten zwei Kolonnen dieser Tabellen zeigt nun, 
dass unsere Voraussetzung den Tatsachen entspricht, denn die be- 
obachtete Lebensdauer der Param~cien zeigt sich in jedem Falle der 
berechneten ungefghr entsprechend. Eine genauere Berechnung lgsst 
sich ja bei derartigen Bestimmungen gar nicht denken. 
Der gegen eine ZerstSrung des Farbstoffes eitens der Paramicien 
etwa noch m6gliche Einwand, dasses ich lediglich um eine Speicherung 
desselben i  den Paramicienleibern handelt, wird dutch die Beobach- 
tung entkr~ftet, dass die mikroskopisch nachweisbare Firbung der 
Leiber durch Farbstoff getSteter, gewShnter Paramicien keinesfalls 
intensiver war, sogar -- soweit solche Vergleiche fiberhaupt zul~ssig 
sind -- weniger deutlich erschien, als die, nol'maler Param~cien. 
Zusammenfassung.  
Das ]~esumee dieser Vntersuchungen muss also d~r~ufhin lauten, 
dass: 
1. Protozoen (Paramicien)  sich dureh GewShnung gegen 
gi ft ige Farbsto f fe  der Thiaz in- ,  Benzid in-  und Tr iphenyl -  
methanre ihe ,  nament l i ch  ~ethy lenb lau ,  T rypanb lau  nnd 
Fuchs in  ganz betr~oht l ich fes,tigen lassen. 
2. Diese Fest igung beruht  auf der F~higke i t  der ge- 
wShnten Para.m~cien, den Farbs to f f  zu zerst6ren und ihn 
in n icht f i rbende ,  ungiYtige Verb indungen zu fiberf.fihren. 
•ber den niheren Mechanismus dieser Zerst6rung l~ss{ sich einst- 
weilen nichts mit Sicherheit sagen. Die Erwig~mgen, welche gelegent- 
lich der Untersuchungen fiber die Chininfestigkeit bei Protozoen be- 
sprochen worden sind 1), sprechen auch bei den Farbstoffen zugunsten 
der Annahme, dasses sich um Abwehrfermente handelt. 
1) Neuschlosz, a. a. 0. 
